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Verfahren zur Herstellung von Pektinhydrolysepro- 
dukten 



5 Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstel- 
lung von Pektinhydrolysaten, insbesondere eines 
pharmazeutischen oder diStetischen Pr&parats zur 
Verminderung und/oder Verhinderung der Adhesion pa- 

10 thogener Substanzen und Organismen an eukaryonti- 
sche Zellen, insbesondere Saugerzellen, oder zur 
Hemmung von. Galectin 3-vermittelten Zell-Zell- 
und/oder Zell-Matrix-Wechselwirkungen, die zur Ent- 
wicklung von Tumorerkrankungen ftihren, Verfahren 

15 zur Blockierung der Anlagerung pathogener Substan- 
zen oder Organismen an eukaryontische Zellen, Ver- 
fahren zur Hemmung Galectin-3 vermittelter Zell- 
Zell- und/oder Zell-Matrix-Wechselwirkungen, sowie 
die mittels dieser Verfahren hergestellten Pektin- 

20 hydrolysate und Praparate. 

Pathogene Organismen aber auch zellschadigende Sub- 
stanzen miissen sich erst an der Oberflache der 
Zielzelle anheften, urn eine Infektion beziehungs- 
weise Schadigung der angegrif f enen Zelle hervorru- 

25 fen zu konnen. Diese Anheftung oder Adhasion wird 
zum Beispiel durch eine Ligand-Rezeptor-Beziehung, 
wobei Glykostrukturen eine wichtige Rolle spielen, 
vermittelt. Werden diese Glykostrukturen auf der 
Zielzellen-Oberflache oder am Liganden blockiert, 

30 kann eine Infektion verhindert werden. 
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Glykostrukturen spielen auch eine wichtige Rolle 
bei der Tumorbildung und Metastasenbildung (Liotta 
et al., Annu. Rev. Cell Biol., 55 (1986), 1037- 
1057). Die Bildung von Tumoren umfasst zellulare 
5 Interaktionen, die durch Zelloberf lachenbestandtei- 
le, insbesondere Kohlenhydrat-bindende Proteine 
vermittelt werden. So wird die Adhasion von Tumor- 
zellen durch zellulare Adhasionsmolekule vermit- 
telt. Auch viele Stufen der Metastasenbildung um- 
10 fassen Zell-Zell-Wechselwirkungen beziehungsweise 
Wechselwirkungen zwischen Zellen und der extrazel- 
lularen Matrix (ECM) , die durch Zelloberf lachenbe- 
standteile vermittelt werden. Die extrazellulare 
Matrix (ECM) besteht hauptsachlich aus Laminin, 
15 Fibronectin und Proteoglykanen, von denen sehr vie- 
le glykosyliert sind und deren Oligosaccharid- 
Seitenketten Erkennungs-Determinanten fur zellulare 
Adhasionsmolekule bieten. Laminin ist ein N- 
verbundenes Glycoprotein, das Poly-N- 

20 Acetyllactosamin-Sequenzen aufweist. Die Absiede- 
lung von Metastasen erfolgt, wenn zirkulierende Ag- 
glomerate von Tumorzellen, Thrombozyten und Lympho- 
zyten in Kapillaren uber Adhasionsmolekule Kontakt 
zum Endothel aufnehmen. Diese Kontaktauf nahme lie- 
25 fert das Signal zur Offnung der endothelialen Zell- 
Funktionen. Dadurch konnen die . Tumorzellen uber 
weitere Adhasionsmolekiile an Rezeptoren auf der Ba- 
salmembran binden. Nach Zerstorung der. Basalmembran 
erhalten die Tumorzellen direkten Zugang zum Stoma, •' 
wobei wiederum .wie bei der primaren Tumorinvasion 
Interaktionen zwischen Laminin und Fibronektin und 
den entsprechenden Rezeptoren erfolgen. 



30 
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Wichtige Vertreter der Kohlenhydrat-bindenden Pro- 
teine sind die Galactosid-bindenden Lektine Galec- 
tin-1 und Galectin-3 (Raz und Lotan, Cancer Me- 
tastasis Rev. 6 (1987), 433; Gabius, Biochim. Bi- 
5 ophys. Acta, 1071 (1991), 1). Von Galectin 3 ist 
bekannt, dass es die embolische Tumorversprengung 
im Blutkreislauf fordert und die Metastasenbildung 
erhoht. Galectin-3 wird auf der Zelloberf lache vie- 
ler Tumor zellen exprimiert, wobei sich die Galec- 

10 tin-3-Expression mit f ortschreitender Tumor entwick- 
lung erhoht. Galectin-3 wird ebenfalls von akti- 
vierten Makrophagen und onkogen transf ormierten 
Zellen beziehungsweise Metastasenzellen exprimiert. 
Galectin-3 besitzt hohe Affinitat zu Oligosacchari- 

15 den, die Polylactosamine umfassen, wobei Galectin-3 
insbesondere an zwei Glycoproteine bindet, die in 
mehreren Zelltypen, beispielsweise menschlichen 
Dickdarmkarzinom-Zellen und menschlichen Mammakar- 
zinom-Zellen vorkommen. Ein anderer Ligand fur Ga- 

20 lectin 3 ist beispielsweise Laminin. Galectin 3, 
das auch auf der Oberflache von Endothelzellen 

/~\ r -v-s. n tv> A -•»» 4- ni v/J -i n 4- H *1 ■—. 7\ ^-J l-» li — . -! _ * w 

CAJj/ J_ J. .11. 1 J- WXi.U f JLOL. UWCUi a J_ J» O C3.14 ucx nuiiaoxuii VU11 

Tumorzellen an Endothelzellen beteiligt. 

Die US 5,834,442 beschreibt • Verf ahren zur Behand- 
25 lung von Krebserkrankungen in Saugetieren, insbe- 
sondere zur Behandlung -von Prostatakarzinomen, wo- 
bei die Behandlung von Krebserkrankungen ein- 
schlieiilich der Hemmung. von Metastasenbildung durch 
orale Verabreichung von modif iziertem Pektin, vor- 
30 zugsweise wasserloslichem pH-modif iziertem 

Citruspektin erfolgt. Zur Herstellung von pH- 
modif iziertem Pektin wird eine Pektinlosung durch 
Erhohung des pH-Wertes auf 10,0 und danach Absenken 
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des pH-Wertes auf 3,0 depolymerisiert . Das modif i- 
zierte Pektin besitzt ein Molekulargewicht von etwa 
1 bis 15 kd. Ratten, denen modif iziertes Citruspek- 
tin im Trinkwasser verabreicht wurden, zeigten im 
5 Vergleich zu unbehandelten Kontrollgruppen eine 
signifikant verringerte Bildung von Lungenmetasta- 
sen. In vitro-Experimenten zeigten, dass die Adha- 
sion von Galectin-3 exprimierenden MLL- 
Endothelzellen an Aorta-Endothelzellen der Ratte 
10 (RAEC) in Gegenwart von modif iziertem Citruspektin 
fast vollstandig inhibiert wurde. In weiteren Expe- 
rimenten wurde die Wirkung von pH-modif iziertem 
Citruspektin auf die Koloniebildung von MLL- 
Endothelzellen untersucht. Die Fahigkeit von Zellen 
15 zum Wachstum in halbfestem Medium (Anchorage- 
Unabhangigkeit) kann als Kriterium fur die Zell- 
transf ormation und das Invasionspotential von Zel- 
len verwendet werden, da das Zell-Wachstum in einem 
halbfesten Medium die Migration der Zellen und die 
Bildung von Kolonien erfordert. Dabei stellte sich 
heraus, dass modif iziertes Citruspektin sowohl die 
Anzahl der gebildeten MLL-Kolonien als auch deren 
Grofte signifikant reduzieren konnte, Modif iziertes 
Citruspektin scheint dabei eher eine cytostatische 
25 Wirkung auszuiiben als eine cytotoxische Wirkung. 
Auch die Wirkung von modif iziertem Citruspektin auf 
Zell-Zell-Wechselwirkungen und Zell-Matrix- 

Wechselwirkungen, die auf Kohlenhydrat-vermittelten 
Mechanismen, insbesondere Galectin-3-vermittelten 
30' Interaktionen, beruhen, wurde untersucht. Dabei 
zeigt es sich, dass modif iziertes Citruspektin im 
Gegensatz zu nicht-modif iziertem Citruspektin die 
Adhasion von B16-Fl-Melanomzellen an Laminin inhi- 
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bierte. Von Laminin ist bekannt, dass es als Ligand 
fur losliches Galektin-3 dient. 

Aus der EP 0 716 605 Bl ist bekannt, dass durch ei- 
ne besonders hergestellte Karottensuppe, Blasentee, 
5 Kokosmilch etc-, die Adharenz pathogener Keime, wie 
etwa E . coli, an Zellen, insbesondere an Epithel- 
zellen des Gastrointestinal- und Urogenitaltrakts 
wesentlich (das heifit bis zu 90 %) reduziert werden 
kann. Nach dieser Druckschrift ist diese Wirkung 
10 auf die in den Pf lanzenprodukten vorhandenen Pekti- 
ne zuriickzufuhren, bei denen es sich im Wesentli- 
chen urn Ketten von 1, 4-a-glycosidisch verbundenen 
Galakturoniden handelt, der en Sauregruppen zu 20 
bis 80 % mit Methanol verestert sind, und die neben 
15 Galakturonsaure gegebenenf alls noch andere Zucker- 
bausteine, zum Beispiel Glucose, Galactose, Xylose 
und Arabinose enthalten k5nnen. Aus der Druck- 
schrift kann man weiter entnehmen, dass Monogalak- 
turonsaure keine Blockierung der . Adhesion zeigt, 
20 wahrend mit Digalakturonid und Trigalakturonid eine 
Blockierung zu 91,7 % beziehungsweise 84,6 % fest- 
zustellen ist. In dieser Druckschrift wird eindeu- 
tig festgestellt, dass die monomere Galakturonsaure 
keine Blockierung der Adhasion aufweist und die er- 
25 wunschte Blockierungswirkung mit zunehmendem Mole- 
kulargewicht der Galakturonide abnimmt. Daraus er- 
gibt sich, dass der Polymerisationsgrad der er- 
wunschten Galakturonide bei. DP 2 beziehungsweise 3 
liegt. AufSerdem wird gefordert, dass der Vereste- 
30 rungsgrad <2% betragt. Die nach der dort beschrie- 
benen " Metliode hergestellten Pektinhydrolyseprodukte 
enthalten jedoch nur sehr niedrige Anteile an den 
als wirksam bezeichneten Di- und Trigalakturoniden 
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(ca. 12% bezogen auf den Rohstof f ) . Diese Herstell- 
methode verschwendet Ressourcen und fuhrt zu Um- 
weltproblemen, da die in hohen Anteilen anfallenden 
nicht brauchbaren Nebenprodukte entsorgt werden 
5 miis sen. 

Das der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende 
technische Problem besteht darin, weitere Verfahren 
und Mittel zur Bekampfung von Infektionen und zur 
Verminderung und/oder Verhinderung der Adhasion von 

10 schadlichen, insbesondere pathogenen, Substanzen 
und Organismen an eukaryontische Zellen, insbeson- 
dere Saugerzellen, sowie zur Blockierung von Wech— 
selwirkungen zwischen Saugerzellen, insbesondere 
Tumorzellen, die durch auf der Zelloberf lache be- 

15 findliche Kohlenhydrat-bindende Galectin 3-Molekiile 
vermittelt werden und fur die Entwicklung von ins- 
besondere Tumorerkrankungen verantwortlich sind, 
und zur Behandlung von Tumorerkrankungen, insbeson- 
dere zur Verhinderung von Metastasenbildungen, bei 

20 Saugern bereitzustellen. 

Dieses technische Problem wird durch die erfin- 
dungsgemali vorgesehenen Verfahren zur Herstellung 
von Pektinhydrolyseprodukten gelost, die zur Her- 
stellung von Oligogalakturoniden mit einem mog- 

25 lichst geringen Anteil an Monomeren, einem hohen 
Anteil von Molekulen mit jeweils zumindest einer 
Doppelbindung sowie mit einem Veresterungsgrad von 
>20% fuhren und die mit einer wesentlich hoheren 
Ausbeute als im Stand der Technik "beschrieben 

30 durchgefuhrt werden konnen. 
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Das Problem wird insbesondere dadurch gelost, dass 
man eine wassrige Losung oder Suspension eines Pek- 
tins oder pektinhaltigen, insbesondere pflanzli- 
chen, Materials, vorzugsweise eines Pektins mit ei- 
5 nem hohen Veresterungsgrad, in einem ersten Verfah- 
rensschritt mit einem ersten pektinhydrolysierenden 
Enzym A und dann in einem zweiten Verf ahrensschritt 
mit einem zweiten pektinhydrolysierenden Enzym B 
behandelt. Man erhalt ein vorstehend definiertes 
10 Pektinhydrolyseprodukt, welches hervorragende Ei- 
genschaften als Mittel zur Verminderung oder Ver- 
hinderung der Adhasion fur die Lebens- und/oder 
Vermehrungsfunktionen von Zellen schadlicher, zum 
Beispiel pathogener, allergener, infektioser oder 
15 toxischer,. Substanzen oder Organismen, zum Beispiel 
Mikroorganismen wie Hefen, Pilze, Keime, Bakterien, 
Viren, Sporen, Viroide, Prionen aufweist. 

Bei dem verwendeten Enzym A kann es sich zum Bei- 
spiel urn eine Pektinlyase (EC 4.2.2.10) oder eine 
20 Endopolygalakturonase (EC 3.2.1.15), bevorzugt je- 
doch urn eine Pektinlyase handeln. Bei dem verwende- 
ten Enzym B kann es sich urn eine Endopolygalakturo- 
nase oder eine Pektinlyase, bevorzugt jedoch um ei- 
ne Endopolygalakturonase handeln. 

25 Erfindungsgemali wurde iiberraschenderweise festge- 
stellt, dass Galakturonide, die Doppelbindungen im 
Molekiil tragen bei der Blockierung der Adhasion von 
zum Beispiel pathogenen Keimen und zellschadigenden 
Substanzen an Epithelzellen des Gastrointestinal- 

30 und Urogenitaltraktes besonders wirksam sind. Au- 
Berdem ist far eine besonders effiziente Verhinde- 
rung und/oder Verminderung, zum Beispiel Blockie-; 
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rung, ein hoherer Veresterungsgrad, insbesondere 
>20, vorzugsweise >30, >40, >50, besonders bevor- 
zugt >60, >65, >70 Oder >71% erf orderlich . Die im 
Stand der Technik beschriebene Arbeitsweise fuhrt 
5 jedoch nur zu Galakturoniden, die keine Doppelbin- 
dungen aufweisen und praktisch vollstandig ente- 
stert sind. 

Unter dem Begriff Veresterungsgrad wird im Zusam- 
menhang mit der vorliegenden Erfindung der Anteil 
10 der grundsatzlich fur eine Veresterung zur Verfu- 
gung stehenden SSuregruppen eines Galakturonids 
verstanden, der mit einem Alkohol, insbesondere Me- 
thanol verestert ist. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wer- 
15 den unter ungesattigten GalakturonsauremolekUle 
insbesondere 4, 5-ungesattigte Galakturonsauremole- 
kUle verstanden. 

In einer Ausf uhrungsf orm der Erfindung ist es vor- 
gesehen f nach der Behandlung mit dem Enzym B eine 
20 Behandlung mit einem weiteren, dritten Enzym C an- 
zuschliefien. Bei dem hierbei verwendeten Enzym C 
kann es sich urn eine Pektinesterase (EC 3.1.1.11) 
handeln. Damit kann der Veresterungsgrad der Pro- 
dukte besonders gezielt eingestellt werden. 

25 In einer weiteren Ausf iihrungsf orm der Erfindung ist 
es vorgesehen, dass nach erfolgter erf indungsgema- 
fier enzymatischer Behandlung die verbliebenen unge- 
losten Bestandteile aus der Losung durch Zentrifu- 
. gation und/oder Ultrafiltration abgetrennt werden. 
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In einer weiteren Ausf uhrungsf orm ist es vorgese- 
hen, dass die nach erfolgter erf indungsgemalier En- 
zymbehandlung und Klarung durch Zentrif ugation be- 
ziehungsweise Ultrafiltration erhaltene Losung 
5 durch eine der an sich bekannten Methoden in tro- 
ckene Form, zum Beispiel in gemahlene, kornige, 
granulierte oder Pulverform uberfuhrt wird. 

Die nach der erf indungsgemafien enzymatischen Be- 
handlung erhaltene Losung oder das daraus gewonnene 
trockene Produkt zeigen sehr gute Wirkung im Hin- 
blick auf die Blockierung der Adhasion von zum Bei- 
spiel pathogenen Keimen und zellschadigenden Sub- 
stanzen an zum Beispiel Epithelzellen des Gastroin- 
testinal- und Urogenitaltraktes bei Mensch und 
Tier. Sie konnen deshalb zum Beispiel in Tierf utter 
zum Beispiel zur Verhinderung von Durchf allerkran- 
kungen bei der Ferkelauf zucht eingesetzt werden. 

Die erf indungsgemafi eingesetzte Losung oder Suspen- 
sion des Pektins beziehungsweise des pektinhalti- 
20 gen, vorzugsweise pf lanzlichen, Materials weist ei- 
nen pH-Wert in einem Bereich von 3,5 bis 5,5 
oder/und in einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungs- 
form eine Konzentration des Pektins von 3 % bis 
25 % auf. 

Die Behandlungen mit den Enzymen A, B und gegebe- 
nenfalls C finden bei einem pH-Wert von 3,5 bis 5,5 
uber eine Dauer von 2 Stunden bis 24 Stunden bei 
einer Temperatur von 25°C bis 60°C und einer .Kon- 
zentration des Enzyms A, B gegebenenf alls C von 10 
bis 30 ml/kg Pektin statt. 



10 
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In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm ist 
vorgesehen, dass der Anteil der Galakturonide am 
Pektinhydrolysat (Gew.-% in Bezug auf Trockensub- 
stanz) mindestens 60, >70, >75, >80 oder besonders 
5 bevorzugt mindestens 85 Gew.-% betragt. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm ist 
vorgesehen, dass in dem Pektinhydrolysat der Anteil 
von Kohlenhydraten mit einem DP-1 (Monomere) an den 
Gesamtkohlenhydraten des Pektinhydrolysats <2 5, 
10 <20, <10, <8, <5, besonders bevorzugt <4 Gew.-% 
(bezogen auf Trockensubstanz) ist. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm ist 
vorgesehen, dass der Anteil der Kohlenhydrate, ins- 
besondere Galakturonide mit einem Polymerisations- 
15 grad DP >10 bezogen auf den Gesamtkohlenhydratge- 
halt des Pektinhydrolysats weniger als 10, <8, be- 
sonders bevorzugt <5 Gew.-% (bezogen auf Trocken- 
substanz) betragt. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm ist 
20 vorgesehen, dass der Anteil der ungesattigten Ga- 
lakturonide am Gesamtgehalt der Galakturonide im 
Pektinhydrolysat mindestens 10, vorzugsweise >15, 
>20, >25, >30, insbesondere 36,5 Gew.-% bis 46 
Gew.-% (bezogen auf Trockensubstanz) betragt. 

25 Die erfindungsgemali hergestellten Pektinhydrolysate 
weisen in bevorzugter Ausfiihrung einen Anteil von 
mindestens 60, >70, >75, >80 oder besonders bevor- 
zugt mindestens 85 % (auf Trockensubstanz) an Koh- 
lenhydraten, insbesondere Galakturoniden mit einen 

30 Polymerisationsgrad von 2 bis 10,. bevorzugt von 3 
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bis 8, besonders bevorzugt 4,5 auf (Gew.-% Trocken- 
substanz, bezogen auf Gesamtkohlenhydratgehalt des 
Pektinhydrolysats) . 

Das eingesetzte Pektin ist in besonders bevorzugter 
5 Ausfuhrungsform Citruspektin, Apfelpektin oder Zu- 
ckerrubenpektin . 

Das eingesetzte pektinhaltige Material, insbesonde- 
re pflanzliche pektinhaltige Material, ist in be- 
vorzugter Ausfuhrungsform Apf eltrester , Zuckerrii- 
10 benschnitzel oder Citrus-Pellets, also getrocknete 
Ruckstande, zum Beispiel aus der Orangensaf t-, Zit- 
ronensaft- und/oder Limonensaf t-Herstellung. 

Die erf indungsgemafi hergestellten Pektinhydrolysa- 
te, also Pektinhydrolyseprodukte, eignen sich in 

15 hervorragender Weise als pharmazeutisches bezie- 
hungsweise diatetisches Praparat zur BekSmpfung von 
Infektionskrankheiten oder/und zur Bekampfung der 
Anlagerung von schadlichen Substanzen und/oder Or- 
ganismen an Saugerzellen, insbesondere menschliche 

20 Zellen. 

Die erf indungsgemafi hergestellten Pektinhydrolysate 
eignen sich ebenfalls hervorragend als pharmazeuti- 
sches Praparat zur Hemmung von Zell-Zell- 
Wechselwirkungen und/oder Wechselwirkungen zwischen 

25 Zellen und der extrazellularen Matrix bei einem 
Menschen oder einem Saugetier, insbesondere solchen 
Wechselwirkungen, die durch auf der Zelloberf lache 
befindliche Galectin 3-Molekule vermittelt werden. 
Die erf indungsgemafien Pektinhydrolyseprodukte sind 

30 daher insbesondere zur Hemmung von Zell-Zell- 
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und/oder Zell-Matrix-Wechselwirkungen geeignet, an 
denen Tumorzellen beteiligt sind und die daher ftir 
die Entwicklung von Erkrankungen, insbesondere Tu- 
morerkrankungen bei einem Menschen oder einem Sau- 
5 getier verantwortlich sind. Die erf indungsgemaAen 
Pektinhydrolysate sind daher auch als pharmazeuti- 
sches Praparat zur Behandlung von Tumorerkrankun- 
gen, insbesondere zur Reduzierung des Tumorwachs- 
tums und/oder zur Reduzierung der Metastasenbildung 
10 bei Krebserkrankungen, geeignet, da sie die Galec- 
tin-3-vermittelte Tumorzelladhasion und/oder das 
Invasionspotential der Tumorzellen verhindern. 

Die Erfindung betrifft daher auch die erf indungsge- 
mafi erhaltenen Pektinhydrolysate, also Pektinhydro- 
15. lyseprodukte, enthaltende pharmazeutische Praparate 
und diatetische Praparate, die beispielsweise als 
Lebensmittel oder Genussmittel ausgefuhrt sein kon- 
nen, zum Beispiel Milchprodukte, Joghurt, Cerea- 
lien, Backwaren etc. . 

20 Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der vor- 
genannten Pektinhydrolyseprodukte zur Herstellung 
von Arzneimitteln zur Verhinderung der Anlagerung 
oder Adhasion von schadlichen Substanzen und/oder 
Organismen an Saugerzellen, insbesondere menschli- 

25 che Zellen, insbesondere zur Bekampfung, das heifit 
Prophylaxe und Therapie, von Inf ektionskrankheiten, 
Vergiftungen, Allergien etc.. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der vor- 
genannten Pektinhydrolyseprodukte zur Verhinderung 
30 der Anlagerung oder Adhasion von schadlichen Sub- 
stanzen und/oder. Organismen an Saugerzellen, insbe- 
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sondere menschlichen Zellen, insbesondere zur Be- 
kampfung von Inf ektionskrankheiten, Vergif tungen, 
Allergien etc. . 

Die erf indungsgemaft bekampften Infektionen konnen 
5 insbesondere Infektionen des Blutsystems, der Atem- 
wege, des Urogenitaltraktes, des Nasen-Rachenraumes 
oder des Gastrointestinaltraktes sein. 

Ein weiteres Einsatzgebiet ist in der Humanernah- 
rung, wo sie zum Beispiel bei der Verhinderung von 
10 Durchfallerkrankungen bei Sauglingen aber auch Er- 
wachsenen helfen. 

Die Erf indung betrif ft auch die Verwendung der vor- 
genannten Pektinhydrolyseprodukte zur Hemmung von 
Zell-Zell-Wechselwirkungen und/oder Wechselwirkun- 
15 gen zwischen Zellen und der extrazellularen Matrix, 
insbesondere solcher Wechselwirkungen, die durch 
auf der Zell-Oberf lache befindliche Kohlenhydrat- 
bindende Galectin 3-Molekule vermittelt werden und 
die ftir die Entwicklung humaner oder Saugetier- 
20 Erkrankungen f insbesondere Tumor erkrankungen, ver- 
antwortlich sind. Bei diesen Erkrankungen handelt 
es sich insbesondere urn Prostata-Karzinome, Nieren- 
Karzinome, Kaposi-Sarkom, Verlauf sf ormen der chro- 
nischen Leukamie, Mamma karzinome, Mamma - 

25 Adenokarzinome, Sarkome, Ovarialkarzinome, Rektum- 
karzinome, Rachenkarzinome, Melanome, Diinndarm- 
Tumore, Dickdarm-Karzinome, Blasentumore, Mastozy- 
tome, Lungenkarzinome, Bronchialkarzinome, Rachen- 
" Plattenepithelkarzinome, Gastrointestinalkarzinome 
30 und Magenkarzinome. Die erf indungsgemafien Pektin- 
hydrolyseprodukte konnen insbesondere zur Reduzie- 
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rung des Invasionspotentials metastasierender Tu- 
morzellen und/oder zur Hemmung der Adhasion von Tu- 
mor zellen verwendet werden. Vorzugsweise werden die 
erfindungsgemaii hergestellten Pektinhydrolysepro- 
5 dukte oral verabreicht. 

Eine weitere bevorzugte Ausf iihrungsf orm der Erfin- 
dung betrifft die Verwendung der erf indungsgemafien 
Pektinhydrolyseprodukte zur Behandlung von Tumorer- 
krankungen eines Menschen oder eines Saugetiers. 

10 Die erfindungsgemailen Pektinhydrolysate lassen sich 
vorzugsweise zur Behandlung solcher Tumore einset- 
zen, die auf Zell-Zell-Wechselwirkungen und/oder 
Wechselwirkungen zwischen Zellen und der extrazel- 
lularen Matrix beruhen, insbesondere solchen Wech- 

15 selwirkungen, die durch auf der Zelloberf lache be- 
findliche Kohlenhydrat-bindende Galectin-3-Molekiile 
vermittelt werden. Unter Verwendung der erfindungs- 
gemaJJen Pektinhydrolysate konnen daher vorzugsweise 
Prostata-Karzinome, Nieren-Karzinome, Kaposi- 

20 Sarkom, Verlauf sf ormen der chronischen Leukamie, 
. Mammakarzinome, Mamma-Adenokarzinome, Sarkome, Ova- 
rialkarzinome, Rektumkarzinome, Rachenkarzinome, 
Melanome, Dtinndarm-Tumore, Dickdarm-Karzinome, Bla- 
sentumore , Mas tozytome , Lungenkar zinome , Br onchial- 

25 karzinome, Rachen-Plattenepithelkar zinome, Gastro- 
intestinalkarzinome und Magenkarzinome . behandelt 
werden. Die Verwendung der erfindungsgemalien Pek- 
tinhydrolysate zur Tumorbehandlung zielt insbeson- 
dere auf die Hemmung der Adhasion von Tumorzellen 

30 und/oder die Verminderung des Invasionspotentials 
metastasierender Tumorzellen ab. 
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Die Erfindung betrifft ebenfalls die Verwendung der 
vorgenannten Pektinhydrolyseprodukte zur Herstel- 
lung eines pharmazeutischen Praparates zur Hemmung 
von Zell-Zell-Wechselwirkungen und/oder Wechselwir- 
5 kungen zwischen Zellen und der extrazellularen Mat- 
rix, insbesondere solcher Wechselwirkungen, die 
durch auf der Zell-Oberf lache befindliche Kohlen- 
hydrat-bindende Galectin 3-Molekule vermittelt wer- 
den und die fur die Entwicklung humaner oder Sauge- 
10 tier-Erkrankungen, insbesondere der vorstehend be- 
schriebenen Tumorerkrankungen, verantwortlich sind. 
Das pharmazeutische Praparat zur Hemmung von Zell- 
Zell-Wechselwirkungen und/oder Wechselwirkungen 
zwischen Zellen und der extrazellularen Matrix wird 
15 vorzugsweise oral verabreicht. 

Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsf orm der Erfin- 
dung betrifft daher auch die Verwendung der erfin- 
dungsgemalien Pektinhydrolyseprodukte zur Herstel- 
• lung eines pharmazeutischen Praparates, das zur Be- 
20 handlung der vorstehend beschriebenen Tumorerkran- 

werden kann, also zur Behandlung 

J-WUAJ. *^ W * * 

von Tumoren, die auf Zell-Zell-Wechselwirkungen 
und/oder Wechselwirkungen zwischen Zellen und der 
extrazellularen Matrix beruhen, insbesondere sol- 
25 cher Wechselwirkungen, die durch auf der Zell- 
Oberflache befindliche Kohlenhydrat-bindende Galec- 
tin 3-Molekiile vermittelt werden. Erf indungsgemali 
ist vorgesehen, dass das pharmazeutische Praparat 
zur Reduzierung des Tumorwachstums und/oder zur Re- 
30 duzierung der Metastasenbildung eingesetzt werden 
kann, wobei das erf indungsgemalie pharmazeutische 
Praparat insbesondere die Adhasion von Tumorzellen 
verhindert und/oder das Invasionspotential von Tu- 



BNSOOCID: <WO 0242484A2_I_> 



WO 02/42484 



PCT/EP01/13508 



-16- 



morzellen reduziert. Vorzugsweise wird das erf in- 
dungsgemalie pharmazeutische Praparat oral verab- 
reicht . 

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls ein 
5 Verfahren zur Blockierung der Anlagerung von schad- 
lichen, insbesondere pathogenen Substanzen oder Or- 
ganismen an Zellen eines menschlichen oder Sauge- 
tier korpers, umfassend die Verabreichung der erfin- 
dungsgem&fi hergestellten Pektinhydrolyseprodukte an 

10 einen Menschen oder ein Saugetier in einer Menge, 
die ausreicht, die Anlagerung der schadlichen Sub- 
stanzen oder Organismen an Saugerzellen zu blockie- 
ren und die Entstehung einer Infektion zu verhin- 
dern. Vorzugsweise werden die erf indungsgemafi her- 

15 gestellten Pektinhydrolyseprodukte oral verab- 
reicht . 

Die Erfindung betrifft ebenfalls ein Verfahren zur 
Hemmung von Zell-Zell-Wechselwirkungen und/oder 
Wechselwirkungen zwischen Zellen und der extrazel- 

20 lularen Matrix, die durch auf . der Zelloberf lache 
befindliche Kohlenhydrat-bindende Galectin-3- 
Molekule vermittelt werden und fur die Entwicklung 
humaner oder Saugetier-Erkrankungen, insbesondere 
die vorstehend genannten Tumorerkrankungen verant- 

25 wortlich sind, umfassend die Verabreichung der er- 
findungsgemafi hergestellten Pektinhydrolyseprodukte 
an einen Menschen oder ein Saugetier mit einer Tu- 
morerkrankung in einer Menge, die ausreicht, Galec- 
tin-3-vermittelte Zell-Zell- und/oder Zell-Matrix- 

30 Wechselwirkungen zu reduzieren und/oder zu hemmen. 
Vorzugsweise werden die erf indungsgemafi hergestell- 
ten Pektinhydrolyseprodukte oral verabreicht. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft auch pharmazeu- 
tische Praparate, die die erf indungsgemaBen Pektin- 
hydrolyseprodukte in pharmazeutisch oder therapeu- 
tisch wirksamen Mengen enthalten. Im Zusammenhang 
5 mit der vorliegenden. Erfindung wird unter einem 
„pharmazeutischen Praparat" ein zu diagnostischen, 
therapeutischen und/oder prophylaktischen Zwecken 
verwendetes Gemisch verstanden, das die erf indungs- 
gemaBen Pektinhydrolyseprodukte als Wirkstoffe in 
10 einer bei einem Patienten oder einem Saugetier gut 
applizierbaren Form enthalt. Das pharmazeutische 
Praparat kann sowohl ein festes als auch ein flus- 
siges Gemisch sein. „In pharmazeutisch oder thera- 
peutisch wirksamen Mengen" bedeutet, dass die in 
15 dem pharmazeutischen Praparat enthaltenen Wirkstof- 
fe in einer Dosis enthalten sind, die ausreicht, 
den Ausbruch einer Erkrankung, beispielsweise einer 
Infektionskrankheit oder einer Tumorerkrankung zu 
verhindern, den Zustand einer derartigen Erkrankung 
20 zu heilen, die Progression einer solchen Erkrankung 
zu stoppen und/oder die Symptome einer solchen Er- 
i,v.^^Vimrr 1 -I r^Ho-r-n nip prf i nHiinrrqapTnM ftpn nhanna~ 

JVJ.UllJi.WAlVj — «-* »4_^.**w«.w— - ZJ AT 

zeutischen Praparate weisen zusatzlich zu den er- 
f indungsgemaBen Pektinhydrolyseprodukten in bevor- 

25 zugter Ausf uhrungsf orm pharmazeutische vertragliche 
Trager sowie gegebenenf alls Verdunnungsmittel, 
Trennmittel, Gleitmittel, Hilfsstoffe, Fiillstoffe, 
Sufisto'f fe, Aromastoffe, Farbstoffe, Geschmacksstof- 
fe oder andere pharmazeutisch wirksame Substanzen 

30 auf . 

In den erf indungsgemaB vorgesehenen diatetischen 
Praparaten werden die Pektinhydrolyseprodukte eben- 
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falls in einer pharmazeutisch wirksamen Menge ein- 
gesetzt. 

Weitere bevorzugte Ausftihrungsf ormen sind in den 
Unteranspriichen aufgefiihrt. 

Die Erfindung wird mit Hilfe der folgenden Beispie- 
le naher erlautert. 

Beispiel 1: 

Zu 1 1 einer Citruspektinlosung (30 g hochverester- 
tes Pektin in 1 1 Wasser) wurde 0,3 ml einer Pek- 
tinlyase (zum Beispiel . Rohapect PTE von Rohm) zuge- 
geben und die Losung unter Rtihren bei pH 5,0 und 
45 °C fur 2 Stunden inkubiert. Dann wurden 0,75 ml 
einer Endopolygalakturonase (zum Beispiel Pectinase 
PL von Mano) hinzugefiigt und bei unveranderten Re- 
15 aktionsbedingungen fur weitere 3 Stunden inkubiert. 
Dann wurden die Enzyme durch Erhitzung auf 95 °C in- 
aktiviert. Der unlSsliche Riickstand wurde durch 
Zentrifugation entfernt, die klare Losung zur 
Trockne eingedampft und der erhaltene Feststoff ge- 
20 wogen. Die Auswaage betrug 25,8 g (entsprechend ei- 
ner Ausbeute von 75,6 % bezogen auf den eingesetz- 
ten Rohstoff ) . 

Das erhaltene Produkt wurde nach allgemein bekann- 
ten Analysemethoden untersucht und dafiir folgende 
25 Zusammensetzung f estgestellt : 
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Kohlenhydrate DP 1 3,6 % 

Galakturonide 83 f 9 % 

davon ungesattigte 46,0 % 

(angenommener mittl. DP= 4,5) 
5 DP 2 - 10 80,4 % 

DP > 10 16,0 % 

Veresterungsgrad 72,0 % 

Salzgehalt 3,0 % 

Rohprotein % 
10 Wassergehalt 4,6 % 

Beispiel 2: 

Zu 1 1 einer Citruspektinlosung (30 g hochverester- 
tes Pektin in 1 1 Wasser) wurde 0,3 ml einer Pek- 
tinlyase (zum Beispiel Rohapect PTE von Rohm) . zuge- 

15 geben und die Losung unter Ruhren bei pH 5,0 und 
4 5°C fur 2 Stunden inkubiert, Dann wurden 0,75 ml 
einer Endopolygalakturonase (zum Beispiel Pectinase 
PL von Amano) hinzugeftigt und bei unveranderten Re- 
aktionsbedingungen fur weitere 3 Stunden inkubiert. 

20 Dann wurden die Enzyme durch Erhitzung auf 95 °C in- 
aktiviert. 

Der unlosliche Ruckstand wurde durch Zentrif ugation 
entfernt und die klare Losung wurde ultraf iltriert 
(cut-off 10.000). Das Permeat wurde getrocknet und 
25 ergab 22,8 g Feststoff (Ausbeute 66,8 % bezogen auf 
den eingesetzten Rohstof f ) . 
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Kohlenhydrate DP 1 3,0 % 

Galakturonide 84 1 % 

davon ungesattigte 36,5 % 

(angenommener mittl. DP = 4,5) 
5 DP 2 - 10 93,0 % 

DP > 10 4,0 % 

Veresterungsgrad 72,0 % 

Salzgehalt 6 7% 

Rohprotein i 3 % 

10 Wassergehalt 4^4 % 

Bex spiel 3 

2u 1 1 einer Citruspektinlosung (30 g hochverester- 
tes Pektin in 1 1 Wasser) wurde 0,3 ml einer Pek- 
tinlyase (zum Bei spiel Rohapect PTE von Rohm) zuge- 

15 geben und die Losung unter Ruhren bei pH 5,0 und 
45°C filr 2 Stunden inkubiert. Dann wurden 0,75 ml 
einer Endopolygalakturonase (zum Beispiel Pectinase 
PL von Mano) hinzugefiigt und bei unveranderten Re- 
aktionsbedingungen fur weitere 3 Stunden inkubiert. 

20 Danach wurden 0,5 ml einer Pektinesterase (zum Bei- 
spiel Rheozyme von Novo Nordisk) hinzugefiigt und 
fur weitere 45 Minuten inkubiert. Dann wurden die 
Enzyme durch Erhitzung auf 95°C inaktiviert. Der 
unldsliche Riickstand wurde durch Zentrif ugation 

25 entfernt, die klare LSsung zur Trockne eingedampft. 

Das erhaltene Produkt wurde nach allgemein bekann- 
ten Analysemethoden untersucht. Es wurde abweichend 
vom Beispiel 1 ein Veresterungsgrad von 35 % fest- 
gestellt. 

30 
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Beispiel 4 : 

Getrocknete Orangenschalen oder Citrus-Pellets wur- 
den auf eine Partikelgrofie von ca. 1-5 mm zerklei- 
nert und davon 100 g in 400 ml Wasser eingeruhrt 
5 und aufquellen gelassen. Dann wurde konzentrierte 
Salpetersaure (10 g) hinzugefugt und die Suspension 
auf 8 5°C erwarmt und bei dieser Temperatur fur 1,5 
Stunden geruhrt. Dann wurde auf 45°C abgekuhlt, der 
pH-Wert mit NaOH auf 4,5 angehoben und nach Zugabe 
10 von 0,3 ml einer Pektinlyase (zum Beispiel Rohapect 
PTE von Rohm) fur 2 Stunden inkubiert. Dann wurden 
0,75 ml einer Endopolygalakturonase (zum Beispiel 
Pectinase PL von Amano) hinzugefugt und bei unver- 
anderten Reaktionsbedingungen fur weitere 3 Stunden 
15 inkubiert. Dann wurden die Enzyme durch Erhitzung 
auf 95 °C inaktiviert, auf konzentriert und die Sus- 
pension an einem Walzentrockner getrocknet. 

Beispiel 5: 

Getrocknete Orangenschalen oder Citrus-Pellets wur- 
20 den auf eine Partikelgrofie von ca. 1-5 mm zerklei- 
nert und davon 100 g in 400 ml Wasser eingeruhrt 
und aufquellen gelassen. Dann wurde konzentrierte 
HC1 (8 g) hinzugefugt und die Suspension auf 85 °C 
erwarmt und bei dieser Temperatur fur 1,5 Stunden 
25 geruhrt. Dann wurde auf 45 °C abgektthlt, der pH-Wert 
mit NaOH auf 4,5 angehoben und nach Zugabe von 0,3 
ml einer Pektinlyase (zum Beispiel Rohapect PTE von 
Rohm) fur 2 Stunden inkubiert. Dann wurden 0,75 ml 
.einer Endopolygalakturonase (zum Beispiel Pectinase 
■30 PL von Mano) hinzugefugt und bei unveranderten Re- 
aktionsbedingungen fur weitere 3 Stunden inkubiert . 
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Dann wurden die Enzyme durch Erhitzung auf 95 °c in- 
aktiviert, auf konzentriert und die Suspension an 
einem Walzentrockner getrocknet. 

Bei spiel 6 : 

5 Verhinderung der Adhasion von pathogenen Keimen in 
humanen Epithelzellen 

Fur diesen Test wurden menschliche Uroepithelzel- 
len, gewonnen durch Zentrif ugation aus dem Morgen- 
harn sowie je zwei Stamme von Staphylococcus aureus 
10 und E. coli, jeweils als Suspension mit 10 9 Kei- 
men/mL eingesetzt. 

TestdurchfQhrung 

Epithelzellen und Keimsuspension wurden zusaramen 
bei 37 °C far 30 Minuten inkubiert. Dann wurden die - 

15 Epithelzellen von den nicht adharenten Keimen durch 
Membranfiltration (8u) abgetrennt. Die Filter wur- 
den mehrfach gewaschen, in physiologische Kochsalz- 
lasung eingebracht und die Epithelzellen darin sus- 
pendiert. Nach Zentrif ugation der Suspension in 

20 Kochsalzlosung wurde das Pellet auf Objekttrager 
aufgetragen, und nach May-Grtinwald und Giemsa ge- 
farbt. Die Anzahl der an 50 Epithelzellen anhaf ten- 
den Keime wurde gezahlt. Die Zahl ergab den Leer- 
wert. Als Kontrolle dienten Epithelzellen ohne Zu- 

25 gabe e.iner Keimsuspension. 

In dem. Hauptversuch wurden Epithelzellen zunachst 
mit unterschiedlich konzentrierten wassrigen Losun- 
gen aus erf indungsgemaB hergestellten (entsprechend 
Beispiel 1) Pektinhydrolyseprodukten fur 1, 2 be- 
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ziehungsweise 3 Stunden inkubiert. Dann wurden sie 
mit der Keimsuspension zusammengebracht und wie o- 
ben beschrieben weiterbehandelt . Die Zahlung der 
anhaftenden Keime an 50 Epithelzellen ergab den 
5 Messwert. 

Ergebnis 

Bei den als Vergleich eingesetzten "neutralen" Koh- 
lenhydraten wie zum Beispiel Raffinose, Nystose und 
Isomelezitose wurde keine Verminderung der Keiman- 
10 lagerung an den Epithelzellen festgestellt . Mit den 
erf indungsgemafien Pektinhydrolyseprodukten wurde 
die Adhasion aller gepriifter Mikroorganismen fast 
vollstandig (Blockierung: >95%) verhindert. 

Beispiel 7 : 

15 1,5 g des in Beispiel 2 gewonnenen getrockneten 
Permeates wurden in 100 ml 50 mM Na-Acetat-Losung, 
pH-Wert 5,0, gelost und anschliefiend liber eine Sau- 
le (2,6 x 30 cm), die mit dem Anionenaustauscher 
AG 1 X2 (Fa. Biokad) gefiiiit und mit 50 niM Na- 

20 Acetat-Losung, pH-Wert 5,0, aquilibriert worden 
war, gegeben. Der Vorlauf aus der S£ule wurde mit- 
tels HPAEC (Highperformance anion exchange chroma- 
tography) analysiert sowie mittels 1 N HC1 bei 95 °C 
fur eine Stunde hydrolysiert . 

25 Ergebnis: 

Im Vergleich mit Raftiline (Fa. Orafti) als Stan- 
dard wiesen die von der Saule eluierten Oligosac- 
charide einen DP-Verteilung von 2 - 12 auf. 



BNSDOCID: <WO 0242484A2J_> 



WO 02/42484 



PCT/EP01/13508 



-24- 



Die Analyse der Hydrolysate mittels eines Zucker- 
analysators (Fa. Biotronik) ergab an Monosacchari- 
den vornehmlich Galactose (70 %), daneben Arabinose 
(23 %) sowie Spuren an Glucose und Mannose. Insge- 
5 samt wurden 8,3 % der Galacturonide-haltigen Pro- 
dukte als neutralzuckerhaltige Oligosaccharide im 
Vorlauf erhalten. 

Bex spiel 8 : 

Wachstum von Colonkarzinom-Zelllinien auf extrazel- 
10 lularer Matrix (ECM) in Geqenwart von Pektinhydro- 
lysat 

Die humanen Colonkarzinom-Zelllinien HT-29 bezie- 
hungsweise Caco-2 wurden in einer Zelldichte von 
1 x 10 4 Zellen/ml auf 15 mm-Petrischalen ausgesat 

15 und im Medium RPMI 1640 + 10 % fotalem Kalberserum 
(FCS) (HT-29) beziehungsweise MEM + 10 % FCS (Caco- 
2) bei 37°C unter einer 5 % C0 2 enthaltenden Atmo- 
sphare kultiviert. Die Zeilen wurden 1 bis 2 Tage 
bis zur Konfluenz wachsen gelassen. Anschliefiend 

20 wurden die Schalen einmal mit PBS gewaschen, dann 
mit PBS und 0,5 % Triton X-100 30 min bei Raumtem- 
peratur auf einer Schuttelvorrichtung inkubiert und 
danach 3x mit PBS gewaschen. Anschlieiiend • wurden 
die vorstehend beschriebenen Zelllinien wiederum 

25 auf den Schalen mit den so praparierten ECM- 
Schichten ausgesat. Der Einfluss von Pektinhydroly- 
sat auf das Zellwachstum wurde durch Messung der 
Zellzahl bestimmt. Dazu. wurden die Zeilen nach 
.48 Stunden mittels Trypsin/EDTA-Losung in HBSS wie- 

30 der abgelost (10 min) und in PBS-L6sung gewaschen. 
Anschliefiend wurde die Anzahl lebender Zeilen. durch 
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Farben mit Tryphanblau-Losung (650 mg Tryphanblau 
in 400 ml 0,9 % NaCl, 1:1 (v/v) ) in einer Neubauer- 
Zahlkammer bestimmt. Zur Kontrolle wurden Experi- 
mente mit Glucose durchgefuhrt . Die Ergebnisse sind 
5 in Tabelle 1 gezeigt. 

Aus Tabelle 1 geht hervor, dass Glucose keinen Ein- 
fluss auf das Wachstum der Zelllinien HT 29 und Ca- 
co-2 ausiibte, wahrend Pektinhydrolysat das Wachstum 
der Zellen in Abhangigkeit von der eingesetzten 
10 Konzentration urn bis zu 75% reduzierte. 

Tabelle 1 





Reduktion des Zell-Wachstums 




HT 29 


Caco-2 




Konzentration 


Pektinhydrolysat 


Glucose 


Pektinhydrolysat 


Glucose 


0,01 % 


30 % 


0 % 


25 % 


0 % 


0,1 % 


45 % 


1 % . 


43 % 


0 % 


1,0 % 


. 75 % • 


0 % 


70 % 


0 % 



15 
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Bel spiel 9: 

Verminderunq der Invasionskapazitat von Caco-2- 
Zellen durch Pektinhydrolysat 

Die Wirkung von Pektinhydrolysat auf die Invasions- 
5 kapazitat von Caco-2-Zellen wurde unter Verwendung 
des von Erkell und Schirrmacher beschriebenen Inva- 
sionstests (Cancer Research, 48 (1988), 6933-6937) 
untersucht. Der Test basiert auf der Wanderung von 
Zellen durch die Poren eines Nucleopore Polycarbo- 

10 nat-Filters in ein Proteingel, das verschiedene 
ECM-Proteine wie beispielsweise Collagen Typ I und 
III, Fibronektin und Laminin enthalt, auf ein Nit- 
rocellulosefilter. Die Zellen wurden gemeinsam mit 
dem Pektinhydrolysat in das Testsystem gegeben und 

15 anschliefiend wurden die durch die Proteinschicht 
gewanderten Zellen in der unteren Nitrocellulose- 
schicht quantitativ ausgewertet. Zur Kontrolle wur- 
de die Wirkung von Glucose auf die Invasionskapazi- 
tat von Caco-2-Zellen untersucht. 

20 Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tabel- 
le 2 dargestellt. Die Ergebnisse zeigen, dass das 
erfindungsgemafie Pektinhydrolysat die Invasionska- 
pazitat von Caco-2-Zellen in Abhangigkeit von der 
eingesetzten Konzentration teilweise erheblich re- 

25 duzieren konnte, wahrend Glucose lediglich in hohe- 
ren Konzentrationen eine geringfugige Verminderung 
der Invasionskapazitat von Caco-2-Zellen bewirkte. 
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Tabelle 2 





Verminderung der Invasionskapazitat 
von Caco-2-Zellen 


Konzentration 


Pektinhydrolysat 


Glucose 


0,01 % 


30 % 


0 % 


0,1 % 


69 % 


2 % 


1,0 % 


88 % 


3 % 



Beispiel 10 : 

5 Anti-Galectin~3-Antikorperbindung durch Pektin- 
hydrolysat 

Die Expression von Galectin-3 auf Colon- 
Karzinomzeilen wurde unter verwendung eines anti- 
Galectin-3-spezif ischen monoclonalen Antikorpers 

10 (Maus-Ig) und eines entsprechenden anti-Maus-FITC- 
gekoppelten sekundaren Antikorpers mittels Immun- 
f luoreszenz/Durchf lusscytometrie-Verf ahren ' be- 
stimmt. Steigende Konzentrationen des Pektinhydro- 
lysates und von Glucose als Kontrolle wurden ge- 

15 meinsam mit dem primaren Antikorper auf den Ziel- 
zellen inkubiert und anschlieliend wurde der inhi- 
bierende Einfluss der loslichen Zuckersubstanz. auf 
die anti-Galectin-3-Bindung gemessen. 
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Der Einfluss von Pektinhydrolysat auf die anti- 
Galectin-3-Bindung ist in Tabelle 3 gezeigt. Aus 
Tabelle 3 geht hervor, dass Glucose die Bindungsre- 
aktion des monoclonalen anti-Galectin-3-Antikorpers 
nicht oder lediglich geringfugig reduziert, wahrend 
Pektinhydrolysat die Bindung des Antikorpers in Ab- 
hangigkeit von der eingesetzten Konzentration teil- 
weise erheblich reduziert. 



Tabelle 3 

10 





Reduktion der Bindung des monoclonalen anti-Galectin-3 Antikorpers 
in % ^ 




HT-29 


Caco-2 


Konzentration 


Pektinhydrolysat 


Glucose 


Pektinhydrolysat 


Glucose 


0,01 % 


34 


0 


28 


0 


0,1 % 


67 


0 


63 


0 


1 % 


85 


2 


82 


0 
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5 Anspriache 

1. Verfahren zur Herstellung von Pektinhydrolyse- 
produkten, wobei ein Pektin oder pektinhaltiges 
pflanzliches Material in wassriger Losung oder Sus- 
pension in einem ersten Verf ahrensschritt mit einem 

10 pektinhydrolysierenden Enzym A und in einem zweiten 
Verf ahrensschritt mit einem pektinhydrolysierenden 
Enzym B behandelt wird, wobei Pektinhydrolysepro- 
dukte erhalten werden mit einem Anteil an Galaktu- 
roniden, die zumindest ein 4 , 5-ungesattigtes Galak- 

15 turonsaiiremolektil enthalten und mit Methanol zu 
>20% verestert sind. 

2. Verfahren zur Herstellung von Pektinhydrolyse- 
produkten nach Anspruch 1, wobei die aus dem zwei- 
ten Verf ahrensschritt erhaltenen fliissigen Hydroly- 

20 seprodukte in einem dritten Verf ahrensschritt mit 
einem Enzym C behandelt werden. 

3. Verfahren zur Herstellung von Pektinhydrolyse- 
produkten nach Anspruch 1 oder 2, wobei die aus dem 
zweiten oder dritten Verf ahrensschritt erhaltenen 

25 fliissigen Hydrolyseprodukte durch Filtration 
und/oder Zentrif ugation yon unlSslichen Bestandtei- 
len befreit und in trockene Form iiberfuhrt werden. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, da- . 
durch gekennzeichnet, dass es sich bei dem einge- 
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setzten Pektin urn Citruspektin, Apfelpektin oder 
Zuckerriibenpektin handelt. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, dass es sich bei dem pektin- 
haltigen Material um Zuckerriibenschnitzel, 
Apfeltrester oder getrocknete Riickstande aus der 
Orangensaft-, Zitronensaft- und/oder Limonensaft- 
Herstellung handelt. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Enzym A 
um eine Endopolygalakturonase oder eine Pektinlyase 
(EC 4.2.2.10) handelt. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Enzym B 

15 um eine Endopolygalakturonase (EC 3.2.1.15) oder 
eine Pektinlyase handelt. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Enzym C 
um eine Pektinesterase (EC 3.1.1.11) handelt. 

20 9. Pektinhydroiyseprodukte, herstellbar nach einem 
der Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 8. 

10. Pharmazeutisches oder diatetisches Praparat, 
enthaltend ein Pektinhydrolyseprodukt nach Anspruch 
9 gegebenenfalls zusammen mit einem pharmazeutisch 

25 vertraglichen TrSger. 

11. Verwendung der Pektinhydroiyseprodukte herge- 
stellt nach einem der Verfahren nach einem der An- 
spruche 1 bis 8 fur die Herstellung eines pharma- 
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zeutischen Praparates zur Blockierung der Anlage- 
rung von schadlichen Substanzen oder Organismen an 
Saugerzellen, insbesondere zur Inf ektionsbekamp- 
fung. 

5 12. Verwendung eines Pektinhydrolyseproduktes her- 
gestellt nach einem der Verfahren nach einem der 
Anspriiche 1 bis 8 zur Blockierung der Anlagerung 
von schadlichen Substanzen oder Organismen an Sau- 
gerzellen, insbesondere zur Inf ektionsbekampf ung . 

10 13. Verwendung der Pektinhydrolyseprodukte herge- 
stellt nach einem der Verfahren nach einem der An- 
spriiche 1 bis 8 als Bestandteil von fur die mensch- 
liche Ernahrung bestimmter Nahrungsmitteln . 

14. Verwendung der Pektinhydrolyseprodukte herge- 
15 stellt nach einem der Verfahren nach einem der An- 
spriiche 1 bis 8 als Tierf utterbestandteil . 

15. Verwendung der Pektinhydrolyseprodukte herge- 
stellt nach einem Verfahren nach einem der Ansprii- 

^.V» ^ "1 t-i-io. Q tiiv U<=ammnn/«f Tmn 7ol 1 -7.ol 1 — 

. 20 Wechselwirkungen und/oder Wechselwirkungen zwischen 
Zellen und der extrazellularen Matrix bei einem 
Menschen oder einem Saugetier. 

16. Verwendung nach Anspruch 15, wobei die Zell- 
Zell- und/oder Zell-Matrix-Wechselwirkungen durch 

25 auf der Zelloberf lache befindliche Kohlenhydrat- 
bindende Galectin 3-Molekiile vermittelt werden. 

17. Verwendung nach Anspruch* 15 oder 16, wobei die 
Zellen Tumorzellen sind und die Zell-Zell- und/oder 
Zell-Matrix-Wechselwirkungen fur die Entwicklung 
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von humanen oder Saugetier-Tumorerkrankungen ver- 
antwortlich sind. 

18. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 17, 
wobei die Tumorerkrankungen Prostata-Karzinome, 

5 Nieren-Karzinome, Kaposi-Sarkome, Verlauf sformen 
von chronischer Leukamie, Mamma karzinome, Mamma- 
Adenokarzinome, Sarkome, Ovarialkarzinome, Rektum- 
karzinome, Rachenkarzinome, Melanome, Diinndarmtumo- 
re, Dickdarmkarzinome, Blasentumore, Mastozytome, 
10 Lungenkarzinome, Bronchialkarzinome, Rachen- 

Plattenepithelkarzinome, Gastrointestinalkarzinome 
und/oder Magentumore sind. 

19. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 18, 
wobei die Pektinhydrolysate die Adhasion von Turaor- 

15 zellen hemmen und/oder das Invasionspotential me- 
tastasierender Tumorzellen reduzieren. 

20. Verwendung der Pektinhydrolyseprodukte herge- 
stellt nach einem Verfahren nach einem der Anspru- 
che 1 bis 8 zur Behandlung von Tumorerkrankungen 
eines Menschen oder eines Saugetiers. 



20 



21. Verwendung nach Anspruch 20, wobei die Tumorer- 
krankungen auf Zell-Zell-Wechselwirkungen und/oder 
Wechselwirkungen zwischen Zellen und der extrazel- 
lularen Matrix basieren. 

25 22. Verwendung nach Anspruch 20 oder 21, wobei die 
Zell-Zell- und/oder Zell-Matrix-Wechselwirkungen 
durch auf der Zelloberf lache befindliche Kohlenhyd- 
rat-bindende Galectin 3-Molekiile vermittelt werden: 
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23. Verwendung nach einem der Anspriiche 20 bis 22, 
wobei die Tumor erkrankungen Prostata-Kar zinome, 
Nieren-Kar zinome, Kaposi-Sarkome, Verlauf sf ormen 
von chronischer Leukamie, Mamma karzinome, Mamma - 

5 Adenokarzinome, Sarkome, Ovarialkarzinome, Rektum- 
karzinome, Rachenkar zinome, Melanome, Dunndarmtumo- 
re, Dickdarmkar zinome, Blasentumore, Mastozytome, 
Lungenkar zinome , Bronchialkar zinome , Rachen- 

Plattenepithel karzinome , Gastrointestinal karzinome 
10 und/oder Magentumore sind. 

24. Verwendung nach einem der Anspriiche 20 bis 23, 
wobei die Pektinhydrolysate die Adhasion von Tumor- 
zellen hemmen und/oder das Invasionspotential me- 
tastasierender Tumorzellen reduzieren. 

15 25. Verwendung der Pektinhydrolyseprodukte herge- 
stellt nach- einem der Verfahren nach einem der An- 
spriiche 1 bis 8 zur Herstellung eines pharmazeuti- 
schen Praparates zur Hemmung von Zell-Zell- 
Wechselwirkungen und/oder Wechselwirkungen zwischen 

20 Zellen und der extrazellularen Matrix bei einem 
* Menschen Oder einem Saugetier. 

26. Verwendung nach Anspruch 25, wobei die Zell- 
Zell- und/oder Zell-Matrix-Wechselwirkungen durch 
auf der Zelloberf lache befindliche Kohlenhydrat- 

25 bindende Galectin 3-Molektile vermittelt werden. 

27. Verwendung nach Anspruch 25 oder 26, wobei die 
Zellen Tumorzellen sind und die Zell-Zell- und/oder 
Zell-Matrix-Wechselwirkungen fur die Entwicklung 
von humanen oder Saugetier-Tumorerkrankungen ver- 

30 antwortlich sind. 
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28. Verwendung nach einem der Ansprtiche 25 bis 27, 
wobei die Tumorerkrankungen Prostata-Karzinoroe, 
Nieren-Karzinome, Kaposi-Sarkome, Verlauf sformen 
von chronischer Leukamie, Mammakarzinome, Mamma- 

5 Adenokarzinome, Sarkome, Ovarialkarzinome, Rektum- 
karzinome, Rachenkarzinome, Melanome, Dtinndarmtumo- 
re, Dickdarmkarzinome, Blasentumore, Mastozytome, 
Lungenkarzinome, Bronchialkarzinome, Rachen- 

Plattenepithelkarzinome, Gastrointestinalkarzinome 
10 und/oder Magentumore sind. 

29. Verwendung nach einem der Ansprtiche 25 bis 28, 
wobei die Pektinhydrolysate die Adhasion von Tumor- 
zellen hemmen und/oder das Invasionspotential me- 
tastasierender Tumorzellen reduzieren. 

15 30. Verwendung nach einem der Ansprtiche 25 bis 29, 
wobei das pharmazeutische Praparat oral verabreicht 
wird. 

31. Verwendung der Pektinhydrolyseprodukte herge- 
stellt nach einem der Verfahren nach einem der An- 

20 spruche 1 bis 8 zur Herstellung eines pharmazeuti- 
schen Praparates zur Behandlung von Tumorerkrankun- 
gen eines Menschen oder eines Saugetiers. 

32. Verwendung nach Anspruch 31, wobei die Tumorer- 
krankungen auf Zell-Zell-Wechselwirkungen und/oder 

25 Wechselwirkungen zwischen Zellen und der extrazel- 
lularen Matrix basieren. 

33. Verwendung nach Anspruch 31 oder 32, wobei die 
Zell-Zell- und/oder Zell-Matrix-Wechselwirkungen 
durch auf der Zelloberf lache befindliche Kohlenhyd-. 

30 rat-bindende Galectin 3^Molekiile vermittelt werden. 
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34. Verwendung nach einem der Anspriiche 31 bis 33, 
wobei die Tumorerkrankungen Prostata-Karzinome, 
Nieren-Karzinome, Kaposi-Sarkome, Verlauf sf ormen 
von chronischer Leukamie, Mamma karzinome, Mamma- 
5 Adenokarzinome, Sarkome, Ovarialkarzinome, Rektum- 
karzinome, Rachenkarzinome, Melanome, Diinndarmtumo- 
re, Dickdarmkarzinome, Blasentumore, Mastozytome, 
Lungenkarzinome, Bronchialkarzinome, Rachen- 

Plattenepithelkarzinome, Gastrointestinalkarzinome 
10 und/oder Magentumore sind. 

35. Verwendung nach einem der Anspriiche 31 bis 34, 
wobei das pharmazeutische Praparat zur Reduzierung 
des Tumorwachstums, insbesondere zur Hemmung der 
Adhasion von Tumor zellen eingesetzt wird. 

15 36. Verwendung nach einem der Anspriiche 31 bis 35, 
wobei das pharmazeutische Praparat zur Reduzierung 
der Metastasenbildung, insbesondere zur Reduzierung 
des Invasionspotentials von Tumorzellen eingesetzt 
wird. 

20 37. verwendung nach einem der Anspriiche 31 bis 36, 
wobei das pharmazeutische Praparat oral verabreicht 
wird. 

38. Verfahren zur Blockierung der Anlagerung von 
schadlichen Substanzen oder Organismen an Zellen 

25 eines menschlichen oder Saugetierkorpers, umfassend 
die Verabreichung der Pektinhydrolyseprodukte her- 
gestellt nach einem der Anspriiche 1 bis 8 an einen 
Menschen oder ein Saugetier in einer Menge, die 
ausreicht, die Anlagerung von schadlichen Substan- 

30 zen oder Organismen an Saugerzellen zu blockieren 
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und insbesondere die Entwicklung einer Infektions- 
krankheit zu verhindern. 

39. Verfahren nach Anspruch 38, wobei die Pektin- 
hydrolyseprodukte oral verabreicht werden. 

5 40. Verfahren zur Hemmung von Zell-Zell- 
Wechselwirkungen und/oder von Wechselwirkungen zwi- 
schen Zellen und der extrazellul^ren Matrix, die 
durch auf der Zelloberf lache befindliche Kohlenhyd- 
rat-bindende Galectin 3-Molekule vermittelt werden 

10 und fur die Entwicklung humaner Oder Saugetier- 
Erkrankungen, insbesondere Tumorerkrankungen, ver- 
antwortlich sind, umfassend die Verabreichung der 
Pektinhydrolyseprodukte hergestellt nach einem der 
Anspruche 1 bis 8 an einen Menschen oder ein Sauge- 

15 tier mit einer Tumorerkrankung in einer Menge, die 
ausreicht, die Galectin 3-vermittelten Zell-Zell- 
und/oder Zell-Matrix-Wechselwirkungen zu reduzieren 
und/oder zu hemmen. 

41. Verfahren nach Anspruch 40, wobei die Pektin- 
20 hydrolyseprodukte oral verabreicht werden. 
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